. „, PCT/EP99/07 

BUNDESREPUBLI K DE UTSCHLAND 

~= 09/807079 

PRIORITY 
DOCU1N1ENT 



3 94 



SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 




Bescheinigung 



Die Boehringer Mannheim GmbH in Mannheim/Deutschland hat eine Patentanmel- 
dung unter der Bezeichnung 



'Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase unter Beseitigung von 
Hamoglobin-Storungen" 

am 8. Oktober 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Der Firmenname der Anmelderin wurde geandert in: Roche Diagnostics GmbH. 

Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprungli- 
chen Unterlage dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 12 Q und G 01 N der Internationalen Patentklassifikation erhalten. 



V 



Miinchen, den 15. September 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der PrSsident 

Im Auftrag 



Aktenzeichen: 198 46 301 4 



BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 



5159/00/DE 



Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase unter Beseitigung von 
Hamoglobin-Storungen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase in einer 
Probe durch optische Messung, bei dem Storungen durch freies Hamoglobin oder Bluter- 
satzmittel mittels bestimmter Welleruangenkombinationen beseitigt werden, eine Methode 
zur Beseitigung von Storungen, die durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel bei der 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase hervorgerufen werden, sowie die Verwendung 
bestimmter Wellenlangenkombinationen zur Beseitigung von Storungen durch freies Ha- 
moglobin oder Blutersatzmittel. 

Es ist bekannt, daft durch Hamolyse diagnostische Verfahren zur Bestimmung von Analy- 
ten teilweise erheblich gestort werden. Unter Hamolyse wird jegliche Zerstorung von 
Erythrocyten beispielsweise durch mechanische, osmotische, chemische oder enzymatische 
Einwirkung auf die Zellmembran der Erythrocyten verstanden. Infolge der Hamolyse tritt 
der Blutfarbstoff Hamoglobin (Hb) aus und ist aus einer Probe nicht menr zu entfernen. 
Problematisch ist die Anwesenheit von Hamoglobin zum einen aufgrund des mit den 
Spektren der nachzuweisenden Substanzen und Indikatoren (Chromogenen) zum Teil er- 
heblich uberlappenden Absorptionsspektrums von Hamoglobin, wodurch es zu Fehlmes- 
sungen in photometrischen Tests kommen kann. Zum anderen kann Hamoglobin auch mit 
Probenbestandteilen chemisch reagieren, wodurch ebenfalls Substanzen entstehen, die 
Fehlmessungen erzeugen konnen. 

In letzter Zeit sind fur Therapiezwecke beispielsweise nach hohem Blutverlust immer hau- 
figer Blutersatzmittel im Einsatz, die auf Basis von Hamoglobin hergestellt werden. Das 
Hamoglobin in Blutersatzmitteln kann nativer, oder synthetischer Natur sein. Oftmals wer- 
den auch Hb-analoge Verbindungen eingesetzt. Im Gegensatz zur Hamolyse ist bei einer 
Therapie mit Blutersatzmitteln mit einem Hb-Gehalt im Blutserum bzw. -plasma von mehr 



als 2000 mg/dl zu rechnen. Storungen in Proben, die Blutersatzmittel enthalten, sind daher 
oftrmt v wesent l ir h n ucgcpragtcr tile in hamolyticchon Proben, da dan Hamofel o biii u du da, 
synthetische Analogon von vornherein in freier Form vorliegt. 

Besonders gravierend ist der StoreinfluC von freiem Hamoglobin bei der photometrischen 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase. Bei der Bestimmung der alkalischen Phospha- 
tase wird die Bildung von 4-Nitrophenol bei 415 nm gemessen (Extinktionszunahme). 
Hamoglobin absorbiert ebenfalls bei 415 nm. In Gegenwart von Hamoglobin wird die Be- 
stimmung der alkalischen Phosphatase in zweierlei Hinsicht gestort: Zum einen andert sich 
im alkalischen Milieu das Hb-Spektrum zeitabhangig (Extinktionsabnahme), zum anderen 
wird ab einem bestimmten Hb-Gehalt die Photometergrenze des MeBgerates erreicht. 



Zur Beseitigung spektraler und chemischer Einflusse von Hamoglobin auf die Analyse 
Serum- oder Plasmaproben sind im Stand der Technik unterschiedliche Verfahren publi- 



von 



Wegen der einfachen Handhabung bei automatisierten Analysengeraten wird neben der 
ersten Meflwellenlange (Hauptwellenlange) haufig eine zweite MeBwellenlange (Neben- 
wellenlange) benutzt, mitteis derer der StoreinfluB interferierender Substanzen wie Hamo- 
globin, Bilirubin und Lipamie beseitigt oder zumindest minimiert werden kann. In Clin 
Chem 25/6, 951-959 (1979) verweisen Hahn et al. darauf, daB die Nebenwellenlange so zu 
wahlen ist, daB diese nahe des Absorptionsminimums des Chromogens und nahe des Ab- 
sorptionsmaximums der Storsubstanz liegen sollte. Die Bestimmung von alkalischer Phos- 
phatase kann jedoch mit den hier angegebenen Mefiverfahren nicht entstort werden. 

Jay und Provasek beschreiben in Clin Chem 39/9, 1804-1810 (1993), dafl die Hamoglobin- 
storung bei der Bestimmung von alkalischer Phosphatase durch eine zeitabhangige Ande- 
rung des Hb-Spektrums verursacht wird. Diese Storung kann durch mathematische Kor- 
rekturalgorithmen (Bestimmung der Hb-Konzentration in der Probe und Korrektur des ge- 
messenen Wertes fur alkalische Phosphatase urn einen bestimmten Betrag, der der gemes- 
senen Hb-Menge aquivalent ist) beseitigt werden. 



3 



p j g von ja y nnd P ivwgopir pr w Shn tp rmth p imtir.che Korrelctur boooitigt zwar den Hb Ein 

flufl bis mindestens 800 mg/dl Hb, ist jedoch wenig anwenderfreundlich, da sie eine zu- 
satzliche Messung des Hb-Gehaltes voraussetzt und anschlieBend noch einen mathemati- 
5 schen Korrekturschritt erfordert. 

Jay und Provasek (supra) beschreiben eine weitere Methode zur Entstorung durch soge- 
nannte Rate-Blank-Messung. Die Korrektur von Hamolyse-Storungen durch Rate-Blank- 
Messungen ist auch in der EP-A-0 695 805 beschrieben. Hier wird vor der eigentlichen 
10 photometrischen Bestimmung einer in der Probe enthaltenen Komponente die Probe einer 
Vorreaktion unterworfen, durch die der Hamolysegrad der Probe bestimmt wird. Der nach- 
folgend erhaltene Meflwert wird dann korrigiert um einen Wert, der durch {Correlation des 
Hamolysegrades mit dem MeBfehlerbeitrag von storenden Komponenten ermittelt wurde. 

1 5 Durch Rate-Blank-Messungen kann die Hb-Storung beseitigt werden, allerdings nur bis zu 
einem Hb-Gehalt von ca. 1200 mg/dl, da bei hoherem Hb-Gehalt die Photometergrenze 
erreicht wird. Dies kann zwar ausreichend fur die Beseitigung von Hamolysestorungen 
sein, ist jedoch keinesfalls ausreichend fur die Beseitigung von Blutersatzmittel-Storungen. 

20 Eine weitere Moglichkeit zur Beseitigung von Hamoglobinstorungen wurde fur die Be- 
stimmung von Albumin publiziert (PCT-Anmeldung WO 97/45728), wo durch spezielle 
Kombinationen von Haupt- und Nebenwellenlangen eine Beseitigung von Hamoglobin- 
storungen erzielt werden konnte. Die hier genannten Wellenlangenkombinationen konnen 
jedoch nicht fur die Bestimmung der alkalischen Phosphatase verwendet werden, da bei 

25 diesen Weltenlangen kein Mefisignal mehr fur 4-Nitrophenol erhalten wird. 

Die Offenlegungsschrift WO 97/45733 beschreibt, daB mit den Nebenwellenlangen 546 
und 570 nm bei einzelnen UV-Tests die Storungen durch Hamoglobin beseitigt werden 
konnen. Dieses Verfahren ist jedoch nur auf enzymatische UV-Tests mit einer Haupt- 
30 meflwellenlange von 340 nm anwendbar. Wahrend hierbei eine vollstandige Hb-Entstorung 
allein durch die Nebenwellenlangen 546 bzw. 570 nm erreicht werden kann, ist dies im 



Fall von enzymatischen Farbtests wie beispielsweise zur Bestimmung von alkalischer 
Phosphatase, boi donon dio HauptmeBwdlnnlnnrm im Rnr P,Vfr vnn ^ e gtj n ic n t 

moglich. 



Im US-Patent 5,766,872 wird erwahnt, daB bei der Amylase-Bestimmung die Nebenwel- 
lenlange von 577 nra zu einer Verringerung der Hamolysestorung ftihrt. Aus den ange- 
fuhrten MeBdaten ist jedoch zu erkennen, daB bereits bei einem Hb-Gehalt von 500 mg/dl 
eine signifikante MeBwertabweichung von bis zu 8 % vorliegt. Das reicht zwar fur die 
Hamolyse-Entstorung, doch ist aufgrund der verwendeten HauptmeBwellenlange von ca. 
41 5 nm zu erwarten, daB bei hoherem Hb-Gehalt (wie er bei einer Therapie mit Bluter- 
satzmitteln auftritt) diese MeBwertabweichung ebenfalls groBer wird und eine ausreichende 
Hb-Entstorung dann nicht mehr gegeben ist. 

Im Stand der Technik ist kein Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase be- 
kannt, das auch in Anwesenheit von hohen Hb-Konzentrationen, wie sie beispielsweise in 
Blutersatzmittel enthaltenden Proben vorkommen, storungsfrei durchgefuhrt werden kann. 

Aufgabe war es daher, ein verbessertes Verfahren zur Bestimmung der alkalischen Phos- 
phatase in einer Probe zu entwickeln, das die Nachteile des Standes der Technik weitge- 
hend iiberwindet. Insbesondere sollte ein einfaches und anwenderfreundliches Verfahren 
zur Beseitigung von Storungen durch Hamoglobin und auf Hamoglobin basierenden Blut- 
ersatzmitteln bei der Bestimmung der alkalischen Phosphatase bereitgestellt werden. 

Gelost wird die Aufgabe durch das in den Anspriichen naher definierte Verfahren zur Be- 
stimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische Messung. Das Ver- 
fahren ist dadurch gekennzeichnet, daB man eine HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm 
und als NebenmeBwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 ± 10 nm, 546+ 10 
nm oder 575 + 10 nm verwendet. Bevorzugt wird nur eine der genannten NebenmeBwel- 
lenlangen verwendet. 
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Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB eine effektive Hb-Entstorung fur die Be- 

ptimmung der alkalischen Phosphatase dann moglich ist, wonn zum eincn die Hauptwel 

lenlange und zusatzlich dazu auch die Nebenwellenlange geandert wird. Fur eine zufrie- 
denstellende Hb-Entstorung ist es nicht ausreichend, nur die Hauptwellenlange oder nur die 
Nebenwellenlange zu andern. 

Aufgrund des Absorptionsspektrums von 4-Nitrophenol kann die alkalische Phosphatase 
nicht nur bei 415 nm gemessen werden, sondern auch bei 450 ± 10 nm. Zwar befindet sich 
damit die HauptmeBwellenlange nicht im ublicherweise verwendeten Absorptionsmaxi- 
mum der Nachweisreaktion, sondern an dessen Flanke, aber das erhaltene MeBsignal ist 
dennoch ausreichend fur die exakte Bestimmung der alkalischen Phosphatase. 

Bereits durch Wahl der neuen HauptmeBwellenlange 450 ± 10 nm kommt es zu einer 
leichten Verringerung der Hamoglobin-Storung, aber eine vollstandige Entstorung erhalt 
man uberraschenderweise erst durch die {Combination der Hauptwellenlange 450 ± 10 nm 
mit mindestens einer der Nebenwellenlangen 480 ± 10 nm, 546 ± 10 nm oder 575 ± 10 nm. 
Als besonders geeignet hat sich eine Nebenwellenlange von 570 nm erwiesen. Insbeson- 
dere fiir die Bestimmung der alkalischen Phosphatase nach der IFCC-Methode hat sich die 
Nebenwellenlange 480 ± 10 nm zur Hb-Entstorung als gut geeignet erwiesen (Beispiel 2). 

Andere Nebenwellenlangen wie beispielsweise 340, 376, 505, 600, 660 und 700 nm haben 
sich zur Hamoglobin-Entstorung als nicht geeignet erwiesen. 

Mit Hilfe des erflndungsgemaBen Verfahrens ist es erstmals auf einfache Weise moglich, 
die durch Hamoglobin bzw. Hb-analoge Verbindungen verursachten Storungen bei der 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase bis zu einem Hb-Gehalt von mind. 3000 mg/dl 
zu beseitigen. Die Obergrenze zur Beseitigung der Hb-Storungen liegt bei der durch die 
Leistungsfahigkeit des verwendeten Photometers bestimmten Grenze. Bis zu 6500 mg/dl 
Hamoglobin-Gehalt ist daher eine gute Entstorung durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
denkbar. Die Erfindung ist weiterhin fur die verschiedenen Reagenzien zur Bestimmung 
von alkalischer Phosphatase anwendbar, wie aus den Beispielen 1 bis 3 ersichtlich ist. 
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H i s erfrndim/^mt i fic Vorfah i m f Wt rirh c M ,> Mcr r P rn 1 -, n ij in J l1 1 l1 1 

freies Hamoglobin vorliegt. Der Begriff ' 'freies Hamoglobin" im Sinne der Erfindung wird 
in Abgrenzung zu solchem Hamoglobin verwendet, das in intakten Erythrocyten enthalten 
ist. Beispiele filr Proben, die freies Hamoglobin enthalten, sind hamolytische Serum- oder 
Plasmaproben oder Proben, die Blutersatzmittel enthalten. Beispiele fur Blutersatzmittel, 
die im Sinne der vorliegenden Erfindung unter den Begriff "freies Hamoglobin" fallen, 
sind derivatisierte, polymerisierte, modifizierte oder quervernetzte Derivate von Hamoglo- 
binen, insbesondere von Humanhamoglobin oder Rinderhamoglobin, z. B. DCL-Hamoglo- 
bin (Diaspirin-crosslinked Hamoglobin), sowie rekombinant hergestelltes Hamoglobin. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist eine Methode zur Beseitigung von Storungen, 
die durch freies Hamoglobin hervorgerufen werden, in einem Verfahren zur Bestimmung 
von alkalischer Phosphatase. Die Methode ist dadurch gekennzeichnet, daB man eine 
HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm und als NebenmeBwellenlange mindestens eine 
der Wellenlangen 480 ± 10 nm, 546 ± 10 nm oder 575 ± 10 nm verwendet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer HauptmeBwellenlange 
von 450 ± 10 nm in {Combination mit mindestens einer der NebenmeBwellenlangen 480 ± 
10 nm, 546 ± 10 nm oder 575 ± 10 nm zur Beseitigung von Storungen durch freies Hamo- 
globin oder durch auf Hamoglobinbasis hergestellte Blutersatzmittel in einem Verfahren 
zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase. 



25 



Die Erfindung wird durch nachfolgende Beispiele erlautert: 
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- Bei s piel e " " 

AUgemeine Methoden: 

Ein Teil eines Serumpools wurde mit einer Hb-haltigen Losung derart versetzt, daft ein Hb- 
Gehalt von mindestens 3000 mg/dl erreicht wurde. Ein anderer gleichgrofier Teil desselben 
Serumpools wurde mit der aquivalenten Menge NaCl-Losung (154 mmol/1) versetzt. Beide 
Teile wurden anschlieBend in unterschiedlichem Verhaltnis derart miteinander vermischt, 
daft eine Hb-Konzentrationsreihe aus 1 1 Proben erhalten wird, deren niedrigste Probe kein 
Hb und deren hochste Probe mindestens 3000 mg/dl Hb enthalt. 



Beispiel 1 

Bestimmung dcr All™iisrhpn Phng p lm^ g< > ne, f i, H^ r , S FRr.iVf»th nrlp 

Bestimmung nach Empfehlungen der Societe Fran9aise de Biologie Clinique gemaB Ann. 
Biol. Clin. Vol 35, 271 (1977) 

Die Bestimmung wurde an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 91 1-Analysengerat 
durchgefiihrt. 

Es wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1 : 930 mmol/1 2-Amino-2-methyl-l-propanol-Puffer, pH 10,5; 

1 ,03 mmol/1 Magnesiumaspartat 
Reagenz 2: 930 mmol/1 2-Amino-2-methyl-l-propanol-Puffer, pH 10,5; 

1,03 mmol/1 Magnesiumaspartat; 98 mmol/1 4-Nitrophenylphosphat 

Die Testdurchfuhrung war wie folgt: Zu 1 1 ul Probe wurden 250 ul Reagenz 1 und nach 5 
min 50 ul Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte nach einer Dauer 
von weiteren 50 sec uber einen Zeitraum von 4 min, wobei die Extinktionsanderung wah- 
rend dieser 4 min gemessen wurde. Zur Messung wurden Kombinationen folgender 
Hauptmefiwellenlangen (X,) und NebenmefJwellenlangen (k 2 ) verwendet: = 415/546 
nm, 415/570 nm, 415/660 nm und 450/660 nm (Vergleich) sowie 450/546 nm und 450/570 
nm (Erfindung). 

Als weiterer Vergleich wurde die Bestimmung der Alkalischen Phosphatase nach der von 
Jay und Provasek erwahnten Rate-Blank-Messung durchgefuhrt (als "415/660 nm RB" 
bezeichnet). 

Das Ergebnis ist in Tabelle 1 gezeigt. Es ist zu erkennen, dafl bei Verwendung der erfin- 
dungsgemaBen Mefiwellenlangenkombinationen von 450/546 nm bzw. 450/570 nm der 
Hamoglobin-EinfluB im Vergleich zu den anderen MeBwellenlangenkombinationen bzw. 
zur Rate-Blank-Messung signifikant reduziert wird. 
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Tabelle 1 



Gcmc — n- r n~h*\t «n Alkalicrhrr Phosphatase hri 37°C, in U/ l 



415/546 
nm 



42 



33 



24 



415/570 
nm 



415/660 
nm 



42 



32 



415/660 
nmRB 



450/660 
nm 



450/546 
nm 



35 



17 
15 



hier wurde ein vernetztes Hamoglobin eingesetzt 



39 



39 



43 
42 



5 
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Beispiel 2 

Besfimmnnr der Alkilisrhpn Phn« p ii«t««» ^ Pr fFrr--ivf^ h ndp 



Bestimmung nach Empfehlungen der International Federation of Clinical Chemistry gemafl 
5 J. Clin. Chem. Clin. Biochem. Vol 21, 731-748 (1983) 

Die Bestimmung wurde an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 91 1 -Analysengerat 
durchgefuhrt. 

1 0 Es wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1 : 360 mmol/1 2-Amino-2-methyl- 1 -propanol-Puffer, pH 1 0,4 (30°C); 
2,04 mmol/1 Magnesiumacetat; 1,02 mmol/1 Zinksulfat; 
2,04 mmol/1 N-(2-Hydroxyethyl)-ethylendiamintriessigsaure) 
Reagenz 2: 360 mmol/1 2-Amino-2-methyl-l -propanol-Puffer, pH 10,4 (30°C); 
5 2,04 mmol/1 Magnesiumacetat; 1,02 mmol/1 Zinksulfat; 

2,04 mmol/1 N-(2-Hydroxyethyl)-ethylendiamintriessigsaure) 
104 mmol/1 4-Nitrophenylphosphat 

Die Testdurchfuhrung war wie folgt: Zu 7 ul Probe wurden 250 ul Reagenz 1 und nach 5 
0 min 60 ul Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte nach einer Dauer 
von weiteren 50 sec uber einen Zeitraum von 4 min, wobei die Extinktionsanderung wah- 
rend dieser 4 min gemessen wurde. Zur Messung wurden Kombinationen folgender 
HauptmeBwellenlangen (^) und Nebenmeflwellenlangen (X 2 ) verwendet: \/X 2 = 415/700 
nm (Vergleich) sowie 450/480 nm (Erfindung). 

5 

Das Ergebnis ist in Tabelle 2 gezeigt. Es ist zu erkennen, dafi bei Verwendung der erfin- 
dungsgemaBen MeBwellenlangenkombination von 450/480 nm der Hamoglobin-Einflufi 
im Vergleich zur bisherigen MeCwellenlangenkombination 4 1 5/700 nm signifikant redu- 
ziert wird und auch bei sehr hohem Hb-Gehalt keine negativen Werte auftreten. 
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Tabelle 2 

Comcnscner Gchalt an Mcaliccher Ph os phatase b H 3 7°r i n 



Hb-Gehalt* 
[mg/dl] 


415/700 nra 


450/480 nm 


0 


167 


170 


300 


157 


164 


600 


152 


160 


900 


145 


157 


1200 


139 


154 


1500 


133 


151 


1800 


126 


149 


2100 


123 


150 


2400 


116 


153 


2700 


-4,3 


154 


3000 


-4,4 


153 



* hier wurde ein rekombinant hergestelltes Hamoglobin eingesetzt 
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Beispiel 3 

Bestimmung d e r ^ Hn lirrh™ Phnrph^» n nph drrI>c ^ Mrthodc 



Bestimmung nach Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie gemaB 
5 Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. Vol 10, 290 (1972) 

Die Bestimmung wurde an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 91 1-Analysengerat 
durchgefuhrt. 

1 0 Es wurden folgende Reagenzien verwendet: 

Reagenz 1: 1,02 mmol/1 Diathanolamin-Puffer, pH 9,8; 0,51 mmol/1 Magnesiumchlorid 
Reagenz 2: 1,02 mmol/1 Diathanolamin-Puffer, pH 9,8; 0,51 mmol/1 Magnesiumchlorid; 
61 mmol/1 4-Nitrophenylphosphat 

1 5 Die Testdurchfuhrung war wie folgt: Zu 4 ul Probe wurden 250 ul Reagenz 1 und nach 5 
min 50 M l Reagenz 2 gegeben. Die Bestimmung des Analyten erfolgte nach einer Dauer 
von weiteren 50 sec uber einen Zeitraum von 4 min, wobei die Extinktionsanderung wah- 
rend dieser 4 min gemessen wurde. Zur Messung wurden Kombinationen folgender 
HauptmeBwellenlangen (X,) und Nebenmeflwellenlangen (X 2 ) verwendet: X,/X 2 = 415/700 
20 nm (Vergleich) sowie 450/546 nm (Erfindung). 

Das Ergebnis ist in Tabelle 3 gezeigt. Es ist zu erkennen, daB bei Verwendung der erfin- 
dungsgemaBen MeBwellenlangenkombination von 450/546 nm der Hamoglobin-EinfluB 
im Vergleich zur bisherigen MeBwellenlangenkombination 415/700 nm signifikant redu- 
25 ziert wird und auch bei sehr hohem Hb-Gehalt keine negativen Werte auftreten. 
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Tabelle 3 

G c mc — n- r r,nh^t nn AlVn1i<-rher Phosphatase hri 37°r in In 



Hb-Gehalt* 
[mg/dl] 


415/700 nm 


4jU/->4o nin 


0 


287 




650 


226 


279 


1300 


172 


277 


1950 


119 


278 


2600 


65 


278 


3250 


20 


278 


3900 


-25 


280 


4550 


-65 


284 


5200 


-100 


286 


5850 


-13 


286 


6500 


-15 


302 



* hier wurde ein polymerisiertes Hamoglobin eingesetzt 
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Patentanspruche 
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1 • Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase in einer Probe durch optische 
Messung dadurch gekennzeichnet, daB man eine HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 
nm und als NebenmeBwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 ± 10 nm, 546 
± 10 nm oder 575 ± 10 nm verwendet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi man als NebenmeBwellen- 
lange 480 ± 10 nm verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als NebenmeBwellen- 
lange 546 + 10 nm verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man als NebenmeBwellen- 
lange 575 ± 10 nm verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man als NebenmeBwellen- 
lange 570 nm verwendet 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Bestimmung in einer Serum- oder Plasmaprobe durchgefuhrt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
man eine Probe bestimmt, die freies Hamoglobin oder ein auf Hamoglobinbasis herge- 
stelltes Blutersatzmittel enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Blutersatzmittel ein de- 
rivatives, polymerisiertes, modifiziertes oder quervernetztes Humanhamoglobin, 
Rinderhamoglobin oder ein rekombinant hergestelltes Hamoglobin enthalt. 



9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
di o Probe c i rrn T^™"2 1nhin [J pVm]t bin ™ 6500 ma/dl aufWcist - 



10. Methode zur Beseitigung von Storungen, die durch freies Hamoglobin oder Bluter- 
satzmittel hervorgerufen werden, in einem Verfahren zur Bestimmung von alkalischer 
Phosphatase dadurch gekennzeichnet, daft man eine Hauptmefiwellenlange von 450 ± 
10 nm und als Nebenmeflwellenlange mindestens eine der Wellenlangen 480 ± 10 nm, 
546 ± 10 nm oder 575 ± 10 nm verwendet. 

1 1 . Verwendung einer HauptmeBwellenlange von 450 ± 10 nm in Kombination mit minde- 
stens einer der NebenmeBwellenlangen 480 ± 10 nm, 546 ± 10 nm oder 575 ± 10 nm 
zur Beseitigung von Storungen durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel in einem 
Verfahren zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase. 



Zusammenfassung 
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Die Erflndung betrifft ein Verfahxen zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase in einer 
Probe durch optische Messung, bei dem Storungen durch freies Hamoglobin oder Bluter- 
satzmittel mittels bestimmter Wellenlangenkombinationen beseitigt werden, eine Methode 
zur Beseitigung von Storungen, die durch freies Hamoglobin oder Blutersatzmittel bei der 
Bestimmung von alkalischer Phosphatase hervorgerufen werden, sowie die Verwendung 
bestimmter Wellenlangenkombinationen zur Beseitigung von Storungen durch freies Ha- 
moglobin oder Blutersatzmittel. 



